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RESUMO

RIBEIRO, Susana Puga, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, junho de 2018.
Ontogénese de ilhotas pancreéaticas e rins elMesmodus rotundus. adaptacdes
morfoldgicas em respostas as diferentes dietas durante diferentes estagios de vida.
Orientador: Claudio César Fonseca. Coorientadoras: Mariella Bontempo Duca de
Freitas eSirlene Souza Rodrigues Sartori.

A dieta sangue é explorada somente por trés espécies de morcegos vampiros entre 0s
mamiferos. Considerando seu alto conteudo proteico, varias adaptacoes fisioldgicas sao
reportadas no morcego comum vampiBesmodus rotundus. O objetivo deste trabalho

foi analisar a histomorfologia do péancreas e rins de morcBgasiodus rotundus

durante o seu desenvolvimento, desde a fase intra-uterina, passando pela lactagéo, até a
fase adulta, periodo pelo qual ocorre a transicdo de dietas, a fim de investigar o
surgimento de mecanismos de adaptacdes associados a plasticidade das estruturas
endocrinas pancredticas e renais. O IPS foi maior em lactentes em relacdo aos fetos e
em adultos, em relacdo aos outros dois grupos. A area proporcional das ilhotas, no
entanto, foi maior em lactentes em relacédo aos fetos, porém menor em adultos quando
comparada aos lactentes. Da mesma forma, a densidade volumétrica de ilhotas foi maior
em lactente e menor em adultos. No tecido renal os resultados reportaram um aumento
AG, como também uma maiofymeruios€ tUbulos uriniferos corticais,y Wibulos corticais
encontrados nos animais adultos em relacdo aos lactentes e fetos . Estes resultados
justificam a hipertrofia renal e o maior IRS encontrados nos animais adultos também em
relacdo aos lactentes e fetos. Além disso, foram analisados indices renais relacionados
com a capacidade maxima de concentracdo urinaria como o MI/C e o MT/C mostrando
uma medula interna mais espessa em morcegos vampiros adultos em relacdo aos
morcegos vampiros lactentes e fetos. Os resultados pancreéticos indicam um menor
investimento em massa pancreatica em adultos quando comparados a lactentes, o que
pode refletir uma menor participacdo da regulacdo hormonal pancreética sobre o
controle glicémico, sendo que estas adaptacdes parecem ocorrer entre as fases de
lactacdo e a fase adulta, quando a dieta de sangue torna-se exclusiva. Os resultados no
tecido renal traduzem uma maior habilidade de concentracdo urindria em adultos em
relacdo aos lactentes. A maior espessura da medula nos animais adultos reflete uma
importante adaptacéo no tecido renal para suportar o ambiente azotémico em que vive.
Observamos também uma maior densidade e rearranjos de podocitos na capsula

glomerular nos animais adultos comparados aos lactentes. Trata-se de uma adaptacéo



morfologica provocada pelo aumento da forca mecéanica de distensao e cisalhamento na
MBG, em consequéncia de um grande aumento de volume extracelular e, portanto um
grande fluxo de filtracdo glomerular apds a alimentagdo com uma dieta hiperproteica.
Assim, nds concluimos que as alteracdes morfologicas reportadas nos morcegos
vampiros apés a transicdo da dieta sangue pode constituir uma programacao fetal
culminando nas adaptacdes em adultos para que este animal sobrevivesse a uma dieta de

sangue.

Vi



ABSTRACT

RIBEIRO, Susana Puga, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, J@2@d3.
Ontogenesis of pancreatic islets and kidneys ibesmodus rotundus: morphological
adaptations in responses to different diets during different stages of lifé@dvisor:
Claudio César Fonsec@o-advisors: Mariella Bontempo Duca de Freitas &miene
Souza Rodrigues Sartori.

The blood diet is exploited only by three species of vampire bats among mammals.
Considering its high protein content, several physiological adaptations are reported in
the common vampire baDesmodus rotundus. The objective of this work was to
analyze the histomorphology of the pancreas and kidneys oDleatsodus rotundus

during their development, from the intrauterine phase, through lactation, to the adult
stage, period through which the transition of diets occurs, in order to investigate the
appearance of adaptation mechanisms associated with the plasticity of the pancreatic
and renal endocrine structures. The PSI was higher in suckling vampire compared to
fetuses and in adults, in relation to the other two groups. The proportionate area of the
islets, however, was higher in suckling than in fetuses, but lower in adults when
compared to suckling. Likewise, volumetric density of islets was higher in suckling and
lower in adults. In renal tissue the results reported a GA increase, as well as a larger
VVgiomerules@nd cortical urinary tubules, and cortical tubules found in adult animals in
relation to suckling vampire and fetuses. These results justify renal hypertrophy and the
highest RSI found in adult animals also in relation to infants and fetuses. In addition,
renal indices related to maximal urinary concentration capacity, such as IM/C and
TM/C, was analyzed showing a thicker internal medulla in adult vampire bats in
relation to suckling vampire bats. Pancreatic results indicate a lower pancreatic mass
investment in adults when compared to suckling vampire, which may reflect a lower
participation of pancreatic hormonal regulation on glycemic control, and these
adaptations seem to occur between the lactation and adult phases, when the blood diet
becomes exclusive. The results in the renal tissue translate a greater ability of urinary
concentration in adults in relation to suckling vampire. The increased thickness of the
marrow in adult animals reflects an important adaptation in renal tissue to support the
azotemic environment in which it lives. We also observed a higher density and
rearrangements of podocytes in the glomerular capsule in adult animals compared to
suckling. It is a morphological adaptation provoked by the increase of the mechanical

force of distension and shear in the GBM, as a consequence of a large increase in

Vi



extracellular volume and, therefore, a large flow of glomerular filtration after feeding
with a hyperproteic diet. Thus, we conclude that the morphological changes reported in
vampire bats after the transition from the blood diet may constitute a fetal schedule

culminating in adult adaptations for this animal to survive a blood diet.

viii



1. INTRODUCAO

O nome morcego é derivado do latimuris (rato) e coeus (cego), e seus
representantes pertencem a ordem Chiroptera, um dos grupos de mamiferos mais
diversificados do mundo representando 22% das espécies de mamiferos, totalizando
1.120 espécies (REIS, 2007). Os Chiroptera sdo divididos em duas subordens, os
Megachiroptera e os Microchiroptera (HUTSO&# al., 2001; SIMMONS, 2005). Os
Megachiroptera ndo ocorrem no Brasil (SIMMONS, 2005) e sé&o representados por 150
espécies distribuidas na regido tropical da Africa, india, sudeste da Asia e Austrélia
enquanto os Microchiroptera sdo representados por 930 espécies no mundo nao
ocorrendo apenas em regides polares (HUTS@NMI., 2001). No Brasil representam
167 espécies, sendo superada somente pela ordem Rodentia com 237 espécies
(SIMMONS, 2005).

O habito de voar a noite permitiu aos morcegos a exploracao, praticamente sem
competicdo, de nichos durante sua evolucdo e diversificacdo, fato responsavel pela
grande rigueza de espécies e diferentes habitos alimentares que incluem: frugivoria,
nectarivoria, carnivoria, piscivoria, insetivoria, onivoria e, Unicos entre os mamiferos,
sanguivoria (hematofagia) (SANTOS, 2007).

O mais especializado morcego hemat6fago neotropicdd@smodus rotundus,

(E. Geoffoy, 1810) da ordem Chiroptera, familia Phyllostomidae e subfamilia
Desmodontinae (Figura 1), sendo dependente exclusivamente de sangue (FENTON,
1991), uma dieta essencialmente proteica. Gomes (2008) relatdD. gotindus, o
morcego vampirpabsorve 92% da proteina da dieta ingerida (sangue) onde 93,1% da
matéria seca € proteina e menos de 1% é carboidrato.

Figura 1. Espécie de morcego hematofago do Brasil. Exemplar adulto de Desmodus r
Fonte: Museu Nacional, UFRJ. Fotografia de Jodo Alves de Oliveira.

Desmodus rotundus é uma espécie de ampla distribuicdo geografica sendo
encontrado do sul do Méxicap leste do Uruguai, incluindo todos os territérios do
Brasil. (MaCNAB, 1973; KOOPMAN, 1988). Pode ser encontrado a 3.500m de altitude



acima do nivel do mar e foi capturado em habitats tdo diversos como florestas tropicais
e paisagens semi-aridas (MARTINGl., 2007).

Leeet al. (2012) explicaram a distribuicdo @ rotundus no México, América
Central e América do Sul, através de algumas caracteristicas ambientais que estdo entre
os preditos para a adequacgdo do habitat desta espécie. A "temperatura média do més
mais frio”, a "temperatura sazonal" (diferenca entre verdo e inverno) e as vargveis d
temperatura e precipitacdo sao consistentes com os requisitos ecoldgicos conhecidos de
D. rotundus. Isso esta de acordo com pesquisas anteriores, 0 que sugere que a
distribuicdo desta espécie € mais limitada por temperaturas frias no invemo. O
rotundus ndo sobreviveria em areas com temperaturas abaixo de 15°C porque 0 gasto
energeético para sua termoregulagcdo seria maior que o seu consumo diario de energia
(MaCNAB, 1973). Este animal também prefere locais com mais de 45% de umidade, o
que explica sua adequacdo onde a precipitacdo do més mais Uumido, a "precipitacdo
sazonal" e a "precipitacdo do més mais seco" nao seriam limitantes (FLORES-CRESPO
e ARELLANO-SOTA, 1991).

Algumas caracteristicas que identificar®.orotundus foram descritas por Costa
(2011) relatando que os morcegos vampiro possuem folha nasal reduzida e em forma de
ferradura, uropatagio rudimentar, pernas, antebracos e polegares longos, incisivos
superiores longos e cortantes, labio inferior, lingua sulcada e auséncia de cauda (Figura
2). E ainda, da mesma forma que 0s outros microquirdpteros, emitem sinais de
ecolocalizacdo para orientacdo espacial e a audicdo destes, no entanto, é adaptada as
frequéncias entre 1048z e 10 kHZ (SCHMIDTet al., 1991).

Antebrace
\ Polegar

Propatagio \'\
N\

Orelha

Folha nasal
N gl

p=

Dactilopatagio menor

"*w/_/_y etacarpo  Primeira

S falange

g "«'N Segunda

%ﬁ_‘/ falange
Terceira)

\ Trago\
& G

\:
1

“u,
Dactilopatagno\’

S 2 e
\ Dactilopatagio ™ falange
Ny, longo :

-

/ A
/ Terceiro dedo

5
Vermigas”
mentonianas 2%

ou

/
Uropatagio
Calcaneo

largo

3 .

Plagiopatagio

y

-

Quarto dedo

\ /
) //

Endopatagio __J/\‘

Quinto dedo

Figura 2. Representacdo esquematica de um mordkegtracdo de Oscar A. Shibatta. Fonte:
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Na tentativa de ampliar o conhecimento das caracteristicas deste animal observa-
se no trabalho de DelPietro e Russo (2002) uma lista de eventos em ordem cronologica
onde os autores constroem uma linha do tempbedsodus rotundus em cativeiro a
qual foi expressa em duas tabelas (Figurad)3

Tabela 1- Dados de reproducéo e ontogenida@smodus rotundus em cativeiro

Idade
peso
adulto (d)

ao
do

Primeira
gravidez (d)

Testiculo
escrotado (d

Duragéo
da
gravidez

(d)

Duragéo
da
lactacéo

(d)

Fuséao
6ssea

(d)

Primeiro
véo (d)

Periodo
regurgita-
cédo  (d)
)

Animais
observados
em cativeiro

5

17

7

7

2

Minimo

327

453

320

146

243

220

73

335

Maximo

397

558

355

155

304

310

89

361

Média

356

515

339

150

278

255

79

348

DP

26

51

17

3

19

32

7

18

Figura 3. Dados de reproducdo e ontogenia@smodus rotundus em cativeiro. (d) = dias; (*
primeira observacdo de um jovem morcego macho apartando-se do grupo principalfirfta
observacgdo de uma alimentacgdo por regurgitacao.

Tabela -2 Bs® de Desmodus rotundus em cativeiro

Peso

Adultos Recém-nascidos

Machos Fémeas Machos Fémeas
Animais 5 8 6 9
observados en|
cativeiro
Minimo (g) 39,5 46 8 8,2
Méximo (g) 46,3 56,7 9,5 11
Média (g) 42,9 50,6 8,5 9,6
DP 2,46 4 1 1,84

Figura 4. Valores de pesos deesmodus rotundus ap6s 30 dias de cativeiro. (g) = valores expre:
em gramas.

Taddeiet al. (1991) e Bredet al. (1999) relataram a capacidade desta espécie
em utilizar diferentes tipos de abrigos diurnos para sua sobrevivéncia. Esta espécie
habita cavernas, furnas, oco de arvores, bueiros naturais em locais com erosdo ou areas
florestadas, conhecidos como abrigos naturais (Figura 5A), sendo bastante versateis
adaptando-se as modificacdes introduzidas pelo homem ao ambiente como bueiros
(Figura 5B), pordo ou so6téo de casas, cisternas e outras construcées desabitadas (Figura
5C) (BERNARDO-PEDM et al., 2009).
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Figura 5. A - Abrigos naturaisB — Bueiros;C — Tunel de mineracdo abandonado. Fonte:
Arquivo de Dr. Luciano C. H. P. Puga.

Apos o forrageamento, o morcego vampiro utiliza abrigos de pouso noturnos
que sao abrigos temporarios, conhecidos como digestorios. Estes abrigos sdo chamados
assim por serem locais situados entre a localizacdo do forrageamento e o abrigo diurno
e, nestes abrigos digestérios os morcegos defecam diminuindo seu peso, para continuar
0 voo até o abrigo diurno (UIEDA, 1982; BERNARDO-PEDRCal., 2010). O<D.
rotundus apresentam padrao de atividade mais intenso no intervalo entre 19 e 23h sendo
encontrados em todos 0os meses do ano, inclusive em noites frias (McNAB,1973;
KOOPMAN, 1988). O ciclo de atividade emesmodus foi descrito por Wimsatt,

(1969) no México, quando condlu que o tempo maximo para o retorno do
forrageamento € cerca de 2 horas apos a saida do abrigo.

Taddei et al. (1991) delimitaram éareas de abrigos naturais de morcegos
hematéfagos, sendo de arés quilometros a partir dos cursos d’agua. Resultados de
georreferenciamento encontrados por Mialhe (2010), em trabalho de pesquisa realizado
no municipio de Sao Pedro (SP), confirmam os resultados encontrados porefalddei
(1991) constatando que a maioria dos abrigos de morcegos hematofagos vistoriados
estavam situados a menos de trés quilometros de cursos d’agua.

Os morcegos hematéfagos, em geral, vivem em colbnias (Figura 6A) com
machos dominantes conhecidos como alfa (Figura 6B), formando um sistema de
acasalamento de harém (RESal., 2006). Quando aprendem a voar, os machos nao
dominantes sdo expulsos da colbnia e passam a viver em poleiros isolados no mesmo
abrigo ou em abrigos proximos, podendo ter atividade sexual com fémeas de diversos
abrigos na area de convivio (RESal., 2006.
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Figura 6. A - Colbnia deDesmodus rotundus. Detalhe:D. rotundus. Fotografias de
Emilio Calvo, Museu Nacional UFRJ. B- Macho escrotado Fonte: arquivo de
Luciano C. H. P. Pugddéd. Veterinario DSc. Fiscal Agropecuario do IMA

Gomes e Uieda (2004), estudando a distribuicdo espaciBl. detundus no
interior de diferentes abrigos no Estado de S&o Paulo, concluiram que a distribuicéo foi
similar entre si, ou seja, colbnias constituidas por um a trés grandes grupamentos
principais e diversos outros individuos espalhados, isoladamente e/ou em pequenos
grupos, pelo interior dos abrigos. Uieda (1982) capturou em redes armadas dentro de
cavernas, no municipio de Curvelo (MG), somente machd3. detundus junto aos
pequenos grupos de individuos e, fémeas, junto ao grande grupamento desta espécie no
interior da caverna. Considerando que isto possa ser verdadeiro também para colénias
de outras regifes, os grandes grupamentos nas cavernas seriam constituidos de fémeas,
em diferentes estagios reprodutivos, e seus filhotes, além de um ou mais machos alfa.
Os individuos isolados ou em pequenos grupos poderiam ser 0os machos solteiros, a
espera de uma oportunidade para copular com as fémeas do agrupamento principal
(GOMES e UIEDA, 2004).

Desmodus rotundus € considerada uma espécie poliestral, sem um periodo
definido de reproducdo (TADDE# al. 1991). O nascimento dos filhotes parece
concentrar-se na estacdo mais quente e chuvosa (SHMIDT, 1991). Gomes e Uieda
(2004) reforcaram a hipotese de que existem poucos filhotes e muitas fémeas nao
gravidas, na estacao seca, a0 menos para as popula¢cdes paulistas.

Quanto ao seu forrageamento, segundo o estudo de McFarland e Wimsatt
(1969), os morcegos hematdfagos em jejum chegam a ingerir até 16 ml de sangue por
dia, o que representa até 40% de seu peso corporal. Durante o forrageamento, o
morcego chega a urinar até 30 vezes em meia hora, acelerando a diminuicdo do peso
adquirido durante a alimentagéo, facilitando o voo de volta ao abrigo (McFARLAND e
WIMSATT, 1969; UIEDA, 1982).

Alguns autores relacionam este comportamento alimentar com peculiaridades na
fisiologia e morfologia deste morcego, como o fato de possuirem estdbmago com ceco
extremamente alongado e altamente dilatavel. Isso permibesamdus estocar uma
guantidade consideravel de sangue (ROUK e GLASS, 1970), além de possuirem na
saliva um anticoagulante e um ativador plasminogénico (trombolitico) que acarreta na
dissolucéo de coagulos sanguineos (FERNANBEEL., 1998; LOWet al., 2013).



Em virtude do habito sanglivoro, o morcego vampambémeé de suma
importancia para a saude publica e agroeconomia na América Latina, principalmente
pela transmissdo de doengas como a raiva (ACHA e MBAMLBA, 1988), pois, as
presas mais comumente utilizadas por ele incluem animais de criagdo, como equinos,
caprinos, suinos e bovinos (BOBROWIEGI ., 2015) (Figura ).

Figura 7. Animais mordidos pobesmodus rotundus em Santa Barbara do Monte Verde - MG.
Fonte:A — bovino; B — equino. Arquivo de Dr. Luciano C. H. P. Puga. Médico Veterinario DSc.
Fiscal Agropecuario do IMA.

A hipotese de MacArthur e Pianka (1966) previu que 0s animais seriam mais
seletivos nas suas dietas quando os alimentos sdo comuns, e menos seletivos quando séo
raros. O comportamento de. rotundus parece confirmar tal predicdo. Tem sido
frequentemente suposto que 0s morcegos vampiros tém hoje um suprimento mais rico
de sangue de animais domésticos do que a vida selvagem autdctone teria fdgstrido.
animal ndo apenas seleciona presas domeésticas em vez de animais selvagens como
também prefere tipos particulares de gadgas, idade e sexo além de individuos em
um estado particular de reproducéo (VOIGT e KELM, 2006).

Apesar da abundancia de alimentos, foi estimado que 33% da populdgao de
rotundus com menos de dois anos de vida e 7% acima desta idade, ndo conseguem obter
alimentos toda noite (WILKINSON, 1984 provavelmente morrerdo caso nao se
alimentem por duas noites consecutivas devido a sua capacidade limitada de armazenar
energia (FREITASt al., 2003). Para evitar esta auséncia de alimento o comportamento
social e a partilha do alimento através da regurgitacdo, tem sido frequentemente
observado entre membros da mesma unidade social (WILKINSON, 1984). Assim
sendo, um morcego com fome pode recuperar 20% de sua massa perdida em 24 h de
jejum ao receber regurgitagbes de um morcego que se alimentou (CARTER e
WILKINSON, 2013). Os custos do compartiihamento, ou seja, a regurgisiio
baixos comparados aos altos beneficios recebidos (WILKINSON, 1984). A partilha de
alimento entreD. rotundus, envolve na maioria das vezes, maes regurgitantes para
jovens dependentes. No entanto, morcegos adultos bem alimentados poderéo regurgitar



alimento para morcegos com necessidade independentemente da idade ou sexo
(CARTER e WILKINSON, 2013).

O comportamento social do morcego vampiro, a alimentacdo compartilhada
através da regurgitacdo e o estbmago altamente dilatavel, sdo adaptacbesdeapazes
fornecer nutrientes suficientes ndo apenas para o doador, mas também para quem recebe
o alimento, (ROUK e GLASS, 1970). Além disso, devido as especializacdes do seu
habito alimentar e comportamentoDo rotundus exige grande capacidade integrativa
do cérebro e assim, o neocodrtex e o cerebelo sdo mais desenvolvidos que em outras
espécies de morcegos (BHATNAGAR, 2015).

Respostas metabdlicas de vertebrados, que se alimentam naturalmente com dieta
rica em proteinas, como 0s carnivoros, ou em animais adaptados experimentalmente a
este tipo de dieta, foram estudadas por véarios pesquisadores (MACHAID(1988;
BORREBAECK e CHRISTOPHERSEN, 2000). A maior parte dos autores observou
gue estes anima@presentaram menores reservas de glicogénio hepéatico, lipogénese
reduzida e grande atividade neoglicogénica, sinalizando para o importante papel da
dieta na definicdo do padrédo metabOlEREITASet al., 2005).

Freitaset al.(2003) em seus estudos envolvendo aspectos metabodlicds de
rotundus encontrou que a concentracdo de glicose plasmaticaDemotundus
alimentados (90mg/dl) era similar & observada em outros mamiferos, como por exemplo
0os humanos alimentados (CRYER, 1991). Poréstes animais apresentaram uma
grande fragilidade a restricdo alimentar, diminuindo a glicemia plasmética, ap6s 24h de
jejum, para 30mg de glicose/100 ml de plasma, apds 24 horas de jejum, valores que
entre mamiferos sdo incompativeis casobrevivéncia (FREITA& al., 2003).

Além dissoFreitaset al. (2003 constataram que a mobilizacdo de AGL (acidos
graxos livres) e as reservas proteicas do morcego vampiro, apresentaram resisténcia ao
jejum, resultando inclusive em menor concentracdo plasmatica de AGL, diferente do
observado para a maiardos vertebrados. Estes resultados sugerem que estas reservas
parecem nédo contribuir de maneira importante para o fornecimento de aminoacidos para
a neoglicogénese, processo frequentemente ativado na resposta ao jejum na maior parte
dos vertebrados (FREITAS al., 2005) (Figura 8).
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Em uma abordagem mais ampla, Freghsl. (2005) sugeriu que o padrdo
metabdlico deD. rotundus é bastante distinto do apresentado pela maior parte dos
vertebrados e poderia estar associado a dieta e também ao comportamento social
solidéario (regurgitacdo de sangue) adquirido entre os vampiros. Talvez este fator social
somado as modificagcbes ambientais provocadas por acdo humana como aumento da
criacdo de gado bovino tem garantido o sucesso evolutivo da espécie colaborando para
0 aumento das suas populacoes.

Independentemente do tipo de dieta consumida, animais apresentam diversos
mecanismos regulatérios comuns para a obtencdo de glicose, com algumas variacées
(FREITAS et al., 2005). A ativacdo das diferentes vias metabdlicas depende tanto do
estado nutricional quanto do tipo da dieta ingerida (QUEIROZ, 2008). Dietas ricas em
carboidratos apresentam niveis glicémicos mais altos, havendo estimulo para que a
glicose seja utilizada como fonte de enerflaste tipo de dieta o controle hormonal
apos a ingestdo alimentar é exercido pela insulina, cuja secrecdo pelas células beta
pancreaticas é estimulada pelo aumento da glicose giat@EFRONZOet al., 1979).

Por outro lado, animais que se alimentam com dietas ricas em proteinas
apresentam durante o periodo absortivo niveis glicémicos menores do que animais que
consomem dietas ricas em carboidratos (HAB&ERi., 2001). O grande afluxo de
aminoacidos da dieta estimula inicialmente a secrecao de glucagon pelas células alfa
pancreaticas (QUEIROZ, 2008). Este hormb6nio por sua vez, ativa a neoglicogénese
(Figura 9), resultando em aumento da glicemia, o que induz a liberacdo de insulina de
forma mais eficiente. Concordando com este achadodtiah (2000) concluiram que
uma dieta altamente proteica aumenta a capacidade de secrecdo de insulina, devido a
neoglicogénese, confirmando a associagdo da dieta e a regulacdo hormonal do
metabolismo energético.
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Entretanto, Freitast al. (2005) observou er®. rotundus que a secrec¢do de
insulina em fragmentos de pancreas em meios contendo baixas (2,8mM) e altas
(16,7mM) concentracdes de glicose e em meios contendo concentracao baixa de glicose
somada aos aminoacidos leucina e glicina ndo provocaram liberacdo significativa de
insulina para o meio, mostrando talvez baixa importancia da glicose e aminoacidos na
indugdo da secrecdo de insulina neste animal, diferente do observado em diversos
mamiferos, inclusive o ser humano (LATORRAG@AaAl., 1999; NOGUEIRAet al.,

2005). Mais tarde, Freitas al. (2013) constataram que 0s niveis séricos de insefima
morcegos vampiro alimentados eram 2 a 3 vezes menores que o de ratos alimentados,
adaptados a uma dieta muito rica em proteina (50%), contradizendo mais uma vez o
esperado para um animal cuja dieta, sangue, possui grande concentracao @e protein

Adaptacbes do pancreas associadas a dieta tém sido reportadas em morcegos
frugivoros comoRousettus aegyptiacus (MICHELMORE e KEEGAN, 1998) e em
Artibeus lituratus (PROTZEK, 2010). Protzek (2010) concluiu que a presenca de uma
grande distribuicdo de células beta Antibeus lituratus, morcego frugivorpé uma
adaptacdo que garante o controle da homeostase glicémica, pois estes animais sao
constantemente submetidos a um alto influxo de glicose devido a sua dieta rica em
carboidratos. Assim como eR aegyptiacus, que também é frugivoro, o pancreas
enddcrino representa 9,1% do volume total do pancreas, além de grandes proporcdes de
células a e B no interior das ilhotas (MICHELMORE e KEEGAN, 1998). Estes
trabalhos confirmam o achado por Fonsetal. (2004) em gambé& sul americano
(Didelphis albiventris) que observaram menor percentual de ilhotas pancreéaticas no
adulto (onivoro) que nos lactentes, cuja a dieta tem maior proporcéo de carboidratos.

No entanto, Freitast al. (2013) analisand®. rotundus revelaram que estes
animais apresentaram uma porcentagem de células a e B no interior das ilhotas, duas
vezes menor do que a expressada em humanos, camundongos e ratos constatando um
padrdo singular desta espécie ainda ndo observado em qualquer outro mamifero. Este



dados encontrados nos morcegos vampiros que possuem uma dieta altamente proteica
comparado aos dados citadosAddéituratus e R. aegyptiacus sugerem a importancia da

dieta no padrdo metabdlico assumido evolutivamente por estes animais (FREITAS

al., 2013).

Como ja mencionado, dietas com altas taxas de proteina podem causar
adaptacOes e efeitos adversos nos animais. datil (2015), observando morcegos
com diferentes dietas concluiram que a ecologia de um animal esta correlacionada com
a estrutura e fisiologia do sistema urinario em diversos mamiferos.

Singeret al. (2001) relatam, que 0 morcego vampiro, devido a sua dieta, tem a
taxa de excrecdo de nitrogénio 33 vezes maior do que teria outro mamifero de tamanho
semelhante, com dieta sem restricbes ao nitrogénio, com poucos ajustes na sua taxa de
filtracdo glomerular (TFG). Nesta mesma revisdo o autor suger®.guundus seja
um animal azotémico, pois MCFARLAND e WIMSATT (1969) trabalhando com o
morcego vampiro encontraram uma concentracao de ureia no sangue de 27 a 50 mmol/l
em animais alimentados entre 30 min e 24h. A razdo encontrada (0,83), entre TFG e
excrecao urinaria de nitrogénio € insuficiente para manter as concentracées de ureia no
sangue dentro da normalidade (2-10 mmol / I) em outros mamiferos de mesmo porte.
Singer (2002) relata qub. rotundus possui certamente adaptacdes fisiologicas para
suportar altos niveis de aménia e que a adaptacdo aparente no morcego vampiro € uma
supressdo quase completa do resgate de nitrogénio através do mecanismo de hidrolise
intestinal. Este fato pode ser devido a reducdo da atividade da urease microbiana
causada pela amonia elevada além de baixo substrato energético (HARLOW e BRAUN,
1997). Porém, Mendoza al. (2018) trabalhando com adaptacdes hologenémicas do
morcego vampiro adulto, confirmam em seu trabalho que a grande quantidade de
proteinas no sangue e a sua rapida ingestdo podem levar ao acumulo de residuos
nitrogenados, principalmente ureia, o que poderia levar a doencas renais como por
exemplo a pressao alta e retengéo de liquidos. Entretanto, os autores através de andlises
dos genes envolvidos no metabolismo de amino&cidos distinguem o morcego vampiro
das outras espécies de morcegos analisadas, sugerindo outra adaptacdo em relacdo a
dieta hiperproteica deste animal: a capacidade especializada dos microorganismos de
serem ativos no metabolismo de aminodacidos, pois também foi identificado aumento da
expressdo da subunidade alfa da urease do gene microbiano dos morcegos hematofagos
envolvida na degradacéo da ureia.

Filhotes deD. rotundus, assim como todos os mamiferos, se alimentam de leite,
que apresenta uma propor¢do balanceada de proteinas, gorduras, carboidratos, vitaminas
e sais minerais, proporcionando um desenvolvimento adequado nesse estagio de vida
(REIS et al., 2006). Huibregtse (1963), avaliando o leite de morcegos com dietas
diferentes, observou que leite de morcegos com dieta proteica, como insetivoros, possui
leite com maior conteudo de proteinas em relacdo ao leite de morcegos frugivoros,
porém ainda muito menor que a dieta de sangue utilizada na fase adulta dos morcegos
hemato6fagos. Portanto, de acordo com o habito alimebtarptundus se utiliza de
diferentes dietas em relacdo ao contetudo de carboidratos e proteinas em suas diferentes
fases de vida.
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As adaptacdes morfofisiologicas di rotundus associadas a plasticidade das
células pancredticas e de estruturas renais, sdo adaptacdes inatas da espécie ou
adquiridas em decorréncia da sua dieta diferenciada em suas fases de \ada? Par
responder esta pergunta, este trabalho avalia as diferencas morfofisiologicas
pancreaticas e renais nas trés etapas de vida (feto, lactente e adilitojotiedus
buscando entender a raz&o das diferencas no seu padrdo metabdlico.
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OBJETIVO GERAL

Analisar a histomorfologia do pancreas e dos rins de morcBgsesodus
rotundus associada as diferentes dietas desse animal durante seu estagio de vida, desde a
fase fetal até a fase adulta, a fim de avaliar os mecanismos de adaptacédo associados
plasticidade das ilhotas pancreédticas e estruturas renais em resposta as dietas
caracteristicas destas fases (feto, lactente e adulto).

OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Analisar a morfologia do pancreas na fase fetal, em lactentes e adultos;

e Analisar a morfologia das ilhotas pancreéticas na fase fetal, em lactentes e
adultos;

e Analisar a distribuicdo de células beta nas ilhotas pancreéati€as aiendus;

e Estimar a porcentagedas ilhotas por tecido pancreético através da morfometria
do pancreas dB. rotundus na fase fetal, em lactentes e adultos;

e Estimar a densidade volumétrica da ilhota;
e Estimar o volume de ilhotas no tecido pancreatico;

e Estimar a porcentagem de glomérulos e tlubulos corticais através da morfometria
do tecido renal dB. rotundus na fase fetal, em lactentes e adultos;

e Estimar a densidade volumétrica dos glomérulos e tubulos renais;

¢ Analisar a habilidade de concentracao da urina através de indices calculados no
tecido renal d®. rotundus na fase fetal, lactentes e adultos.
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CAPITULO 1

Ontogénese de llhotas pancreaticas em morcegos
vampiros: adaptacdes morfoldégicas em diferentes estagios de
vida
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Ontogénese de llhotas pancreaticas em morcegos
vampiros: adaptacdes morfologicas em diferentes estagios de
vida

RESUMO

O morcego vampiro comum adultoDdsmodus rotundus) se alimenta
exclusivamente de sangue de mamiferos. Esta dieta altamente exclusiva e especializada
€ acompanhada de uma série de adaptac6es morfolégicas no sistema gastro-entérico, em
funcdo de seu alto contetudo proteico. O objetivo deste trabalho foi analisar a
histomorfologia do pancreas de morcegbgesmodus rotundus durante o seu
desenvolvimento, desde a fase intra-uterina, passando pela lactacéo, até a fase adulta,
periodo pelo qual ocorre a transicdo de dietas, a fim de investigar o surgimento de
mecanismos de adaptacdes associados a plasticidade das estruturas endocrinas
pancreaticas. Nossos resultados mostraram que a area individual média das ilhotas foi
de 1.325,63 (fetos), 2.132,33 (lactentes) e 1.644,7{pdultos). A distribuicdo de
células B no interior da ilhota foi localizada na sua por¢ao central. As ilhotas foram
classificadas, nos trés estagios de vida, em pequenas, médias e grandes. De 100 ilhotas
analisadas nas seccdes dos pancreas pode-se observar que em fetos 32% foram
pequenas (< 1000 um?), 75,4% intermediarias (entre 1000 e 3000)en2,6% grandeg
> 3000 um?). Quanto aos lactentes observou-se 10% pequenas, 68,3% intermediarias e
21,7% grandes e em adultos a proporcao foi 12%, 63,4% e 24,6% respectivamente. O
indice pancreossomatico (IPS) foi maior em lactentes em relagcédo aos fetos, e em adultos
em relacdo aos outros dois grupos. A area proporcional das ilhotas, no entanto, foi
maior em lactentes em relacédo aos fetos, porém menor em adultos quando comparada
aos lactentes. Da mesma forma, a densidade volumétrica de ilhotas foi maior em
lactente e menor em adultos. Estes resultados indicam um menor investimento em
massa pancreética em adultos quando comparados a lactentes, o que pode refletir uma
menor participagdo da regulagdo hormonal pancreética sobre o controle glicémico,
sendo que estas adaptacdes parecem ocorrer entre as fases de lactacdo e a,fase adulta
guando a dieta de sangue torna-se exclusiva.

Palavras-chave: morcegos sanguivoros, dieta proteica e plasticidade do tecido
pancreético.
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1. INTRODUCAO

Animais apresentam diversos mecanismos regulatérios comuns para a obtencao
de glicose, independentemente do tipo de dieta consumida, com algumas variagbes
(FREITAS et al., 2005). A ativacdo das diferentes vias metabdlicas é altamente
regulada por mecanismos diversos (ZHA&Dal., 2009) e depende tanto do estado
nutricional do animal quanto do tipo da dieta ingerida (CHEVEER., 2016). Dietas
ricas em carboidratos (HC) produzem niveis glicémicos mais altos, havendo estimulo
para que a glicose seja utilizada como fonte de energia. Neste tipo de dieta o controle
hormonal apds a ingestdo alimentar € exercido pela insulina, cuja secre¢cdo pelas células
beta pancreaticas € estimulada pelo aumento da glicose sistémica (DeFROMZO
1979).

Animais que se alimentam com dietas ricas em proteinas (HP) apresentam
durante o periodo absortivo, niveis glicémicos menores do que animais que consomem
dietas HC (HABERet al., 2001). O grande afluxo de aminoacidos da dieta estimula
inicialmente a secrecdo de glucagon pelas células alfa pancreéaticas (CH&\AWER
2016). Este hormonio por sua vez, ativa a neoglicogénese, resultando em aumento na
producdo hepética de glicose a partir de aminoacidos vindos da dieta (BANKIR, 2015).
InvestigacOes realizadas em individuos diabéticos tipo | e saudaveis, sugeriram que o
consumo a longo prazo de uma dieta HP aumenta a producdo de glicose hepética e a
secrecdo pancredtica de insulina, confirmando a associacdo da dieta e a regulacéo
hormonal do metabolismo energético (LIN{al., 2000).

A diversidade trofica da familia Chiroptera destaca-se de outras familias de
mamiferos. Esta diversidade inclui sangue, peixes, insetos e pequenos mamiferos, dietas
HP, frutos e néctar, dietas (HC). A capacidade de obter energia adequada a partir destas
dietas é devida as modificacbes morfo-fisiologicas e adaptacdes no sistema
gastrointestinal e na porcdo enddcrina do pancreas desses animais (KEEG@AN
1979). Estas adaptacdes do pancreas foram relatadas para morcegos frugivoros, como
Rousettus aegyptiacus (MICHELMORE et al., 1998) eArtibeus lituratus (PROTZEKet
al., 2010) nos quais o pancreas enddcrino representa 9,1% do volume total, muito maior
do que em alguns outros mdends, além de uma grande distribui¢do de células
observada nas ilhotas, respectivamente. Estas adaptacdes garantem o controle adequado
da homeostase glicémica nestas espécies, que sao constantemente submetidas a alto
influxo de glicose devido a sua dieta HC.

As reservas de carboidratos, lipidios e proteina de varios mamiferos incluindo
morcegos mantém a homeostase glicémica para a sobrevivéncia destes animais em
jejum (PINHEIROet al., 2006). Neste contexto, animais alimentados com dietas HP,
nao apresentam, no jejum, uma queda inicial da glicemia tdo pronunciada comparado
aos animais que consomem dietas HC. Assim a glicemia permanece relativamente
constante, apesar de menor mobilizacédo de glicogénio hepatico (FREIAAS013).

A neoglicogénese continua tdo ativa quanto em animais alimentados, sendo sempre
maior quando comparada aos animais adaptados as dietas ricas em carboidratos (SILVA
e MIGLIORINI, 1990).

Morcegos hematofagos que ingerem dieta HP (93,1% de proteina)
(BREIDENSTEIN, 1982), ndo sao capazes de viver muito mais do que 24 horas sem
alimento devido a uma deficiente via neoglicogénica (GOMES, 2008). Estes morcegos
apresentam valores glicEmicos menores que 50mg/ dL (3mmol/L) de plasma que sao
considerados incompativeis com a sobrevivéncia em mamiferos (KRAUS-
FRIEDMANN, 1984). Além disso, possuem pequena reserva de glicogénio e lipidio, e
baixas concentracfes de insulina plasmatica e pancreatica o que faz dele um animal
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metabolicamente fragil (FREITA& al., 2013). O tipo de reserva energética usada por
estes vampiros, suas concentracdes e localizacbes ainda sdo desconhecidas.

Desmodus rotundus, 0 morcego vampiro comum, tem sido de particular
interesse com respeito aos estudos de vias metabdlicas utilizadas para manter sua
homeostasia glicémica, baseando-se em que o seu Unico habito nutricional fornece uma
dieta elevada em produtos nitrogenados, alta em ferro, e normalmente baixo em
carboidratos e gorduras. Como este morcego tem resolvido fisiologicamente este
problema nutricional e ainda, como consegue manter a sua posi¢cao ecologica, formando
grandes populagdes adaptadas aos locais onde habita?

Adaptacdes morfolégicas e fisioldégicas observadasDenmotundus adultos
parecem ocorrer como consequéncias de sua dieta especifica, porém o morcego vampiro
se utiliza de diferentes dietas em relacdo ao contetdo de proteinas e carboidratos em
diferentes estagios de vida (auséncia de ingestdo de dieta: feto; ingestdo de leite:
lactente; ingestdo de sangue: adultos). Baseado no fato que a dieta leva a adaptactes
morfo-funcionais na estrutura do trato gastroentero-pancreatico e ainda pelo fato de que
nada se sabe sobre a cronologia destas adaptaces em morcegos vampiros, o objetivo
deste trabalho foi analisar a histomorfologia do pancreas desta espécie desde a fase fetal
atée a fase adulta, a fim de avaliar os mecanismos de adaptacfes associados a
plasticidade das estruturas endocrinas pancreaticas em resposta as dietas caracteristicas
destas fases.

2. MATERIAL E METODOS

A utilizagdo dos animais experimentais deste trabalho foi aprovada pela
Comissdo de Etica no Uso de animais (CEUA) da Universidade Federal de Vigosa
(protocolo 22/2016) e Sistema de Autorizacdo e Informagdo em Biodiversidade
(SISBIO n. 53265-1).

2.1 Animais

Foram capturados 21 morcegos da esp®asmodus rotundus (Chiroptera:
Phyllostomidae), sendo 7 fémeas adultas gravidas, 7 fémeas adultas ndo-gravidas, 7
lactentes e 7 fetos, na regido de Tabuleiro (Latitude: 21°23°12,3”; Longitude:
43°16°40,8”), Zona da Mata, MG, durante o periodo de outubro a dezembro do ano de
2016 (Figura 1). A captura foi feita com o auxilio de redes de neblina armadas na
entrada de cavernas da regido, onde a espécie € comumente encontrada)(Figura 2

ApOs a captura, os animais foram transportados em gaiolas de ferro (45 x 22 cm)
ao Morcegario no Museu de Zoologia Jodo Moojen da Universidade Federal de Vigosa
(UFV) onde permaneceram até a manha seguinte, quando iniciaram 0s experimentos.
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Figura 1. Morcego hematofagdesmodus rotundus, coletados na regido de Tabuleiro, M&G.
— Adulto, fémea e prenhB;— LactenteC — Adulto, fémeaD — feto. Fonte: Arquivo pessoal
de Susana Puga Ribeiro.
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Figura 2. - Redes de neblina armadas para capturdDeenodus rotundus na regido de

Tabuleiro (Latitude:21°23°12,3”; Longitude: 43°16’40,8”) Zona da Mata, MG. Fotos do
arquivo pessoal de Susana Puga Ribeiro.

2.2 Procedimentos experimentais

Os animais foram pesados em balanca de precisdo e eutanasiados por
deslocamento cervical seguido de decapitacdo. Os fetos foram retirados imediatamente
das méaes gestantes através de incisdo abdominal. Foi utilizada como critério para
determinacao da idade adulta dos morcegos a zona cartilaginosa da regido da epifise da
quarta articulacdo metacarpo-falangeal (KUNZ e ANTHONY, 1982). O indice
pancreassomatico (IPS) foi obtido pela relacdo entre o peso do pancreas, PP, e o peso
corporal (PC), sendo IPS = PP/PC. Os pancreas retirados foram destinados ao estudo de
microscopia de luz no laboratério de Histologia da UFV, porém um de cada grupo,
destinado ao Nucleo de Microscopia e Microanalise para as analises de Microscopia
Eletrénica de Varredura (MEV) e Microtomografia de Raio X na UFV.
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2.3 Histologia do pancreas

Apés coletados, os pancreas foram imediatamente imersos em Paraformaldeido
4% por um periodo de 12 horas, sendo entdo preservados em alcool 70. Em seguida
foram desidratados em série etandlica crescente (70 a 100%) e incluidos em parafina.
As laminas foram montadas com cortes semiseriados de 5um de espessura e
espacamento de 200um entre eles, corados com Hematoxilina-Eosina (HE) e Aldeido
Fuccina de Gomori. As imagens das seccfes coradas pela técnica Aldeido Fuccina de
Gomori foram utilizadas para analises das ilhotas pancreaticas, e as secc¢des coradas
pela técnica HE foram utilizadas na morfometria e estereologia. Todas as imagens
foram obtidas pelo fotomicroscépio Olympus BX-40 e analisadas pelo software Image
Pro-Plus 4.5® no Laboratério de Ecofisiologia de Quirdpteros, pertencente ao
Departamento de Biologia Animal da UFV.

2.4 Morfometria do pancreas

A area das ilhotas e a proporcao da area das ilhotas em relacdo a uma area teste
(Al (iinotasfAT (area da fot0)%0) foram obtidas com a analise de 100 ilhotas por animal n
aumento de 200X.

2.5Estereologia do pancreas
2.5.1 Volume do pancreas (Vcin

As imagens do parénquima pancredtico obtidas no aumento de 40X foram
utilizadas para medir as areas das seccdes dos pancreas para obter o volume@o 6rgao.
volume do pancreas foi medido pelo Principio de Cavalieri, obtido pela férmula:
V=T.> A onde T=)de seccdes. t(espessura de corte), ou seja, o produto da distdncia
entre as secgdes € a ) A que € igual a soma das areas das secg¢des do pancreas.

25.2  Densidade volumétrica das ilhotas{\hotas) (%) € Volume das
ilhotas(%)

As Vv(nhotas) foram estimadas pela contagem de pontos sobre a ilhota: a razdo do

numero de pontos que incide sobre a ilhota pancreajiya (@numero total de pontos, da area
teste em um sistema teste de 266 po(ﬁ@: Vv(nhotas) = Pp/PT(%). Subsequentemente o

volume de ilhotas no pancreas foi obtido pela muItipIicagaémhotas) eoV.
2.6 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)
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Os pancreas destinados a MEV foram criofraturados e desidratados em série
etandlica crescente (70 a 100%) e metalizados no Metalizador Quorum Q150R S para a
observacgéo das ilhotas ao Microscopio Eletronico de Varredura (Leo 1430VP).

2.7 Microtomografia de Raio X (MRX)

Os pancreas destinados a MRX foram observados no Microtomégrafo
SKYSCAN 1174v2 para a construcdo da imagem tomografica e observacdo da
morfologia do 6rgéao.

2.8 Andlises Estatisticas

Todas as andlises estatisticas foram realizadas usando o programa Statistica 7.0.
Os dados foram submetidos a Andlise de Variancia (ANOVA) seguidos do teste de
média Newman Kews com nivel de significincia de 5% (p< 0.05). Todos os dados
foram apresentados como média + desvio padrao.

3. RESULTADOS

O péncreas, nos trés estagios de vidB.detundus, esta localizado na cavidade
abdominal préximo ao duodeno, estobmago e baco (Figura 3). A média de peso corporal
de fetos foi 8,54 + 0,57 g, de lactentes 13,81 + 2,63 g e de adultos 38,58 + 3,74 g, e a
média do peso do pancreas em fetos foi 0,037 + 0,007 g, em lactentes 0,077 £ 0,12 g e
em adultos 0,028 + 0,018 g.

Figura 3. Cavidade Abdominal d®esmodus rotundus adulto. A - Seta = Cavidad
abdominalde D. rotundus adulto; B - Seta = Pancreas.

O péancreas do morcego vampiro é subdividido em lobos (Figura 4), e as ilhotas
pancreaticas sdo facilmente observadas entremeadas ao tecido exocrino, ndo possuindo
um formato homogéneo em nenhum estagio de vida estudado (Figuras 5 e 6).
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Figura 4. Tomografias do pancreas Berotundus adulto.— 36 KV, 674 mA e 24 WA- Face
dorsal;B — Face ventral. Asteriscolobo do pancreas

Ay ’} 3 3 e

Figura 5. Seccdes de pancreasiieotundus. A — Feto;B — Lactente,C — Adulto; D —
lactente A, B, C = HE; D - Aldeido Fuccina de Gomori. Asteriscos preto = Ilhotas
pancreaticas; Asteriscos branco = pancreas exécrino. BarmgasC = 20pum; D = 200 pm.
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Figura 6. Eletromicrografias de ilhotas pancreaticaseotundus usando MEV.A =
llhotas de Lactentdd = Ilhota de Adulto. Linha tracejada = llhota pancreética
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As areas médias das ilhotas dos fetos, lactentes e adultos estdo representados na
Tabela 1 e apresentaram, nos trés estagios de vidadismibuicdo de células B na
porgéo central no interior da ilhota (Figura 7).

Figura 7. Seccdo de péancreas de
rotundus. Aldeido Fuccina de Gomori
Regido periférica amarela claro células
alfa; central puarpura células beta. Barra :
10 um

A relacao entre o peso do pancreas e o peso corporal (IPS), da area danilhota e
relacdo a area teste (#xbota)/AT (area da foto)a densidade volumétrica (%) e o volume das
ilhotas no pancreas nos trés estagios de vida estéo representados na Tabela 1.

Tabela 1: Pardmetros pancreaticos erbesmodus rotundus em diferentes estagios de vida

Animais
Fetos Lactentes Adultos
Al () 1.325,63 +124,17 2.132,33+204,72 1.644,77 +30,4(
IPS 0,04 + 0,001 0,05 + 0,001 0,07 £ 0,001
Al/AT (%) 1,40 + 0,001 5,30 + 0,021 2,00 + 0,002
Wilhotas (%) 0,10 + 0,000 0,50 + 0,001 0,21 + 0,001
V(lhotas no pancreasy 0,07 % 0,005 4,55 + 0,377 4,15+ 0,350

(%)

MédiatDP; Letras diferentes na mesma linha representam diferencas icestatisiire si
(p<0,05).Al = Area média das llhotas em JuMAl/AT = Razdo entre Area das ilhotas
(umz)/Area da foto(ur?); Winotas = Densidade volumétrica das ilhotasgindas no pancreasi
Volume de ilhotas no péncreas.
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4, DISCUSSAO

Diversas espécies de mamiferos ja estudadas demonstraram alteracdes
morfofisioldgicas adaptativas em seu tubo digestivo e pancreas que permitem lidar com
suas preferéncias alimentares. Nossos estudos investigaram caracteristicas morfoldgica
do pancreas do morcego vampiro comum, uma espécie neotropical hematéfaga, em trés
fases do desenvolvimento deste animal (feto, lactente e adulto), buscando relaciona-las
as dietas correspondentes a cada um destes estagios.

Nossos resultados revelaram que o0 pancreas, nos trés grupos pesquisados, é
uma glandula tubulo-acinosa, dividido em lobos e lI6bulos pela extensdo de uma capsula
de tecido conjuntivo, localizado na cavidade abdominal como ja descrito para outros
mamiferos (THURLO, 1937). Além disso, o pancreas apresentou também nos trés
grupos, acinos e ilhotas pancreaticas semelhante aos morcegos frugidotos
helvum (ADEEYO et al., 2008),Rousettus aegyptiacus (MICHELMORE et al., 1998)

e Artibeus lituratus (PROTZEKEet al., 2010).

Neste trabalho, as ilhotas pancreéticas analisadas em fetos, lactentes e adultos,
mostraram que além de ndo possuirem uma separacdo bem definida da porcdo exdcrina
do péancreas, possuem formas irregulares e tamanhos variados. Pesquisas mostraram que
estas mesmas caracteristicas das ilhotas foram encontradas em outros morcegos
frugivoros comoRousettus aegyptiacus (MICHELMORE et al., 1998), Artibeus
lituratus (PROTZEK et al., 2010) e também no hematofagophylla eucaudata
(MACHADO-SANTOS et al., 2013). As ilhotas de mamiferos roedores apresentam
formato mais arredondado e definido sem grandes variagbes no tamanho, mantendo
padrdo regular caracteristico (HYON e KIM, 2001).

A morfologia do pancreas, a forma irregular das ilhotas e a sua variacdo de
tamanho parecem ndo caracterizarem como adaptacdes morfolégicas relacionadas as
diferentes dietas, pois encontramos as mesmas variacfes de forma e alteracdes de
tamanho nos trés estdgios de vida de nossos animais. Além disso, outros estudos com
dietas diferentes também encontraram tais caracteristicas, evidenciando serem comuns
aos animais pesquisados (MICHELMORE al., 1998; PROTZEKet al., 2010;
MACHADO-SANTOSet al., 2013).

A localizagdo padrdo das ceélulas endocrinas nas ilhotas pancreéticas varia de
acordo com as espécies e suas distribuicdes nas ilhotas em espécies filogeneticamente
distintas podem ter alguma significancia funcional (MACHADO-SANT@QSaAl.,

2013). Em roedores, por exemplo, as células beta estdo principalmente localizadas no
centro das ilhotas e as demais células enddcrinas, incluindo as células alfa, esté@o
localizadas na periferia das ilhotas (CAMIHORTI., 2000).

Em D. rotundus, em todas as fases de vida, as células beta apresentaram padrédo
de distribuicdo semelhante ao observado nos morcegos hematbDipbglla
ecaudata (MACHADO-SANTOS et al., 2013) e frugivoro R. aegyptiacus
(MICHELMORE ¢t al., 1998) além do encontrado também em roedores (CABRERA
al., 2006) onde as células beta estdo localizadas ao longo das ilhotas, mas
principalmente no centro. No morcego frugivoho lituratus, as células p estéo
localizadas principalmente na periferia das ilhotas (PROT&EHK, 2010). As células
alfa do pancreas foram encontrados na periferia da ilhota pancreafica aendus,
em todos os estagios de vida em Diphylla Ecaudata adultos (MACHADO-
SANTOS et al., 2013), mas também observadas irradiando-se da periferia para o centro
das ilhotas pancreéaticas em morcegos frugivi@resgyptiacus (MICHELMORE &t al .,

1998). A distribuicdo cito-arquitetural das células endocrinas dentro das ilhotas é

27



considerada importante em suas interagbes funcionais e pode refletir as fungbes
paracrinas e as interacdes célula-célula das células enddcrinas pancreéticas EPHILIPP
et al., 1992). Nos morcegos frugivoros parece haver uma inversédo na distribuicdo das
células alfa e beta nas ilhotas, quando sédo descritas situacdes onde as células alfa se
localizam perifericamentéA( lituratus) ou se irradiando da periferia para o centro das
ilhotas R aegyptiacus) configurando um padrdo para morcegos com dieta rca e
carboidratos.

Estudos tém relacionado o tamanho, o diametro, area e volume das ilhotas
pancreéticas de ratos jovens com a secrecdo de insulina, indicando que o aumento nas
dimensdes das ilhotas acarreta em maior capacidade de sintese de insulina (REAVEN,
1981; HAYEK e WOODSIDE, 1979). A area média das ilhotas pancreéticas dos
morcegos adultos neste trabalho foi 4 vezes menor quando comparada a filhotes de ratos
alimentados com dieta pobre em proteina (ARANEES., 2002), que possuem peso
corporal similar ao dB. rotundus adulto, e menor ainda que o observado em morcegos
frugivoros adultofR. aegyptiacus (MICHELMORE et al., 1998). Porém os resultados
encontrados no pancreas de lactentes deste trabalho, cuja dieta de leite apresenta maior
concentracdo de carboidratos comparados a dieta de sangue, evidenciam que o indice
area de ilhotas por area total pancreatica foi maior em lactentes quando comparados a
adultos e fetos. Resultados encontrados em pesquisas com o @adeyhis
albiventris mostram a diminuicdo do tamanho das ilhotas em filhotes apés o desmame
(FONSECAZet al., 1996) concordando com os resultados de nossa pesquisa. Assim
parece clara a relacdo entre dietas ricas em proteinas com o menor desempenho
pancreético na secre¢do de insulina com menor resposta tecidbaf @omdus.

Em geral, menor area média das ilhotas, baixas taxas de secrecdo de insulina e
menor propor¢do de células B sdo fatores associados devido a ingestdo de dieta de
sangue, em morcegos vampiros adultos (FREIEAS., 2013). Em investigacdes dos
niveis plasmaticos de insulina dn rotundus alimentados, foram verificados valores
60% mais baixos quando comparados a ratos alimentados com dieta normal de
laboratério (LEPHART et al., 2004). Nossos resultados mostram que a éarea
proporcional de ilhotas em lactentes € maior que a mesma area em adulto e fetos.
Portanto, baseado nos resultados acima citados, podemos inferir que as ilhotas destes
animais lactentes secretam mais insulina que as ilhotas dos adulto e fetos.

Observamos que a por¢do enddcrina do pancreBs mi¢undus adulto ocupa
cerca de 4% do 6rgdo o que € bem menor do que a por¢cao enddcrina do parRreas de
aegyptiacus, 9,1% (MICHELMORE et al, 1998). Os autores atribuem esta grande
proporcdo a uma caracteristica adaptativa da espécie associada a uma dieta rica em
carboidratos. Nossos resultados concordam que o volume endécrino no pancreas é
adaptado a dieta, pois apesar do volume de ilhotas no pancreas em lactentes ndo
apresentar diferencas em relagdo ao adulto, o IPS do lactente € menor que o do animal
adulto. Assim podemos concluir que na realidade o volume de ilhotas em lactentes é
proporcionalmente maior comparando estes dois animais.

Sabe-se a massa de células beta no pancreas pode mudar de acordo com

alteragbes no peso corporal, demanda de insulina e outros parametros, incluindo a
glicose sanguinea (BOUWENS e ROOMAN, 2005). Pesquisas mostram que um fator
de crescimento endotelial vascular (VEGF) esta relacionado com o crescimento da
massa de células beta, e que a hipoglicemia regula a massa de células beta via a
modulacao deste fator, ou seja, a hipoglicemia diminui a liberacdo do VEGF &IAO

al., 2013). Assim, a maior massa de células enddcrinas no pancreasatendus é
representada por células beta (FREIT&Sal., 2013) consequentemente a massa de
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células beta, tem uma relagéo positiva com a densidade volumétrica e com o volume
destas ilhotas no tecido pancreatico. Portamo, rotundus adulto, um animal
hipoglicémico (FREITASt al., 2005), provavelmente tem a liberagcdo do fator VEGF
inibido pela hipoglicemia, justificando uma adaptacéo fisioldgica expressa na densidade
volumétrica das ilhotas influenciado pela dieta. Assim os lactentes que possuem uma
dieta com maior quantidade de carboidratos ndo sofrem a inibicdo deste fator mantendo
o desenvolvimento das ilhotas.

Nossos resultados, como ja citados para o volume de ilhotas, mostra que
porcao enddcrina ocupada no pancreab.detundus adulto € menor do que a porgao
enddcrina ocupada no pancreas dos morcego frugivérdgeratus (PROTZEKet al.,

2010) e R. aegyptiacus mas, igual ao encontrado no hematof&gphylla eucaudata
(4,1%) (MACHADO-SANTOS, 2013). O resultado do trabalho ¢raegyptiacus ao
lado de nossos resultadds. (rotundus, nas trés fazes de vida), e dos resultados do
D.eucaudata, parecem confirmar a relacdo do fator VEGF e a glicemia em morcegos.

Animais alimentados com dietas HP, o controle hormonal no estado absortivo é
exercido inicialmente pelo glucagon, cuja secrecdo € estimulada pelo aumento da
concentracdo plasmética de aminoacidos resultantes da dieta. O glucagon, por sua vez
promove a ativacdo neoglicogénica, gerando um aumento na producdo hepética de
glicose. Essa ativagcdo neoglicogénica promove um aumento moderado na glicemia, o
gue estimula a liberacdo de insulina, porém de maneira menos eficiente do que ocorre
em animais HC (QUEIROZ, 2008).

Pesquisas anteriores mostraram que altas concentracbes de glicose em
D.rotundus, tanto quanto dos amino&cidos leucina e glutamina, presentes em maior
guantidade na dieta do morcego vampiro, ndo foram capazes de produzir o aumento
esperado na taxa de secrecao de insulina, evidenciando uma deficiente neoglicogénmese
neste animal (FREIASt al., 2005). Além disso, este animal € muito suscetivel ao
jejum, e possui pouca habilidade para mobilizar a reserva energética (FR&IRAS
2013).

Um conceito interessante que foi desenvolvido com base nas suscetibilidades de

doencas metabdlicas e cardiovasculares em adultos € a programacéo fetal (LUCAS
1998; THONE-REINEKEet al., 2006). Nesse cenério, durante a gestacdo, 0s vampiros
em desenvolvimento sdo submetidos a uma dieta rica em proteinas, Unica entre os
mamiferos, poderia induzir uma resposta adaptativa preditiva (PAR), portanto
desencadeada no inicio da vida, o que induziria uma plasticidade a longo prazo em
tecidos especificos, influenciando o fenétipo individual (BATES®DA., 2014). Nesse
cenario, durante a gestacdo, como os vampiros em desenvolvimento sdo submetidos a
uma dieta rica em proteinas, Unica entre os mamiferos, isso poderia induzir uma
programacao metabdlica fetal levando as alteracdes aqui descritas, antecipando o
ambiente futuro (GLUCKMAN e HANSON, 2004).

Por outro lado, adicionando a estas adaptacdes morfofisiolédicas
rotundus busca no comportamento social adaptacbes que o ajudem na economia
energética para que a energia produzida seja dispensada a outros processos metabdlicos.
Isso porque, a diminuicdo do tamanho e da area ocupada pelas ilhotas pancreaticas e
consequentemente a diminuicdo das secre¢cdes hormonais ndo supririam sua necessidade
energética diaria. Assim, comportamentos socials como a regurgitacdo e
compartilhamento do alimento, aliados ao fato do alimento estar facilmente disponivel,
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permitem a este animal adulto economia energética possibilitando sua sobrevivéncia por
guase trinta anos naturalmente.

As analises feitas neste trabalho sugerem que as adaptacdes morfofisioldgicas
encontradas sdo consequéncias da exposicdo a uma dieta hiperproteica enquanto feto e
adulto, pois sao adaptacdes adquiridas durante o seu desenvolvimento, portanto ndo sao

inatas.
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ADAPTACOES MORFOLOGICAS NOS RINS DE MORCERGOS-
VAMPIRO ( Desmodus rotundus) EM DIFERENTES ESTAGIOS DE VIDA

RESUMO

A dieta sangue é explorada somente por trés espécies de morcegos vampiros entre 0s
mamiferos. Considerando seu alto contelido proteico, varias adaptacoes fisiolégicas sao
reportadas no morcego comum vampiro, ainda alteragdes na funcao renal durante suas
fases de vida devido as variacbes na carga de produtos nitrogenados ndo sao
documentadas. Com o objetivo de buscar sobre a cronologia das possiveis adaptacdes
morfofisioldgicas no tecido renal d® rotundus em diferentes estagios de vida, frente a
diferentes dietas como o leite enquanto lactentes e o sangue em sua fase adulta foram
analisados os rins de 6 adultos, 6 lactentes e 6 fetos. Nossos resultados reportaram u
aumento na area dos glomérulos (AG), como também uma maior densidade volumétrica

dos glomérulos (Vglomérulog € tubulos uriniferos corticais (Vigbulos corticais
encontrados nos animais adultos em relacdo aos lactentes e fetos . Estes resultados
justificam a hipertrofia renal e o maior IRS encontrados nos animais adultos também em
relacdo aos lactentes e fetos. Além disso, foram analisados indices renais relacionados
com a capacidade maxima de concentracdo urinaria como o MI/C e o MT/C mostrando
uma medula interna mais espessa em morcegos vampiros adultos em relacdo aos
morcegos vampiros lactente e fetos. Estes resultados traduzem uma maior habilidade de
concentracdo urinaria em adultos em relagcdo aos outros estagios de vida. A maior
espessura da medula nos animais adultos reflete uma importante adaptacdo no tecido
renal para suportar o ambiente azotémico em que vive. Observamos também uma maior
densidadee rearranjos de poddécitos na capsula glomerular nos animais adultos
comparados aos lactentes. Trata-se de uma adaptacdo morfolégica provocada pelo
aumento da forca mecanica de distenséo e cisalhamento na membrana basal glomerular
(MBG), em consequéncia de um grande aumento de volume extracelular e, portanto um
grande fluxo de filtracdo glomerular apos a alimentacdo com uma dieta hiperproteica
(sangue) Assim, ndés concluimos que as alteracdes morfoldgicas reportadas aqui nos
rins de morcegos vampiros apos a transicdo da dieta sangue pode constituir uma
programacao fetal culminando nas adaptacdes em adultos para que este animal
sobrevivesse a uma dieta de sangue.

Palavras chaves: morcegos sanguivoros, dieta proteica e plasticidade do tecido renal.
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1. INTRODUCAO

Acredita-se que morcegos evoluiram de um progenitor insetivoro, embora os
morcegos existentes possuam diferentes habitos alimentares €R&t1S2007). Eles
incluem além dos insetivoros, espécies frugivoras, nectarivoras, onivoras, piscivoras e
sanguivoras (HUTSONt al., 2001). Assim, pode-se esperar que o comportamento, a
morfologia e as especialidades nutricionais reflitam a evolucdo de uma série de
adaptac0es fisiologicas correspondentes (ADAMS e PEDERSEN, 2000).

O morcego vampird)esmodus rotundus, se alimenta especificamente de sangue
(GREENHALL et al.; 1983), portanto uma dieta altamente proteica, com 1% de
carboidratos e quase 94% de proteinas (BREIDENSTEIN, 1982,). Excessiva ingestdo
de proteina pode induzir a excessiva deaminacao e consequentemente a doencgas renais
cronicas (CARREROet al., 2013). Esta dieta especifica sugere adaptacbes renais
devido a uma grande demanda na atividade excretora (PATIL, 2014).

Pelo fato de sua dieta possuir grande quantidade de agua e dele consumir até
40% do seu peso (MCFARLAND e WIMSATT, 196®%)esmodus rotundus apresenta
grande fluxo de urina durante a alimentacdo (SINGER, 2002) como uma adaptacao
fisioldgica necessaria para que consiga voar apos o forrageamento.

Adaptacdes morfolégicas renais as diferentes dietas tém sido observadas quando
se compara morcegos frugivoraRpusettus leschenaulti, e morcegos insetivorps
Megadherma lyra lyra (falso vampiro).Rousettus leschenaulti que se alimentam de
frutas dieta com maior indice de carboidratos, inclugmcértex renal espesso, medula
renal delgada e papila curta comparadosvéegdherma lyra lyra que se alimentam de
insetos, dieta com maior indice de proteinas, possuem medula espessa e uma papila
renal longa (PATIL e JANBANDHU, 2012).

Os indices renais envolvidos com a espessura medular, zona medular interna e
cortex (MI/C) e proporcdo da medula em relagdo ao cortex (MT/C), estdo altamente
relacionados com a capacidade maxima de concentragdo urinaria (GELUSO, 1978).
Assim, Studier e Wilson (1983) comprovaram que os frugivoros, que possuem indices
menores que insetivoros, apresentam menor habilidade para a concentracdo urindria.
McFarland e Wimsatt (1969) relataram a habilidade de concentracdo urinaria incomum
do rim do morcego vampiro e, concluiram que morcegos vampiros, devido a sua dieta,
possuem adaptacdes para um estado de azotemia.

EmboraD. rotundus tenham evoluido para essa dieta muito especifica, sangue,
0s recém-nascidos se alimentam inicialmente de leite, que oferece propor¢des mais
equilibradas de carboidratos, lipidios e proteinas, além de vitaminas e minerais
necessarios para seu crescimento e desenvolvimento durante suas fases iniciais da vida
(REIS et al., 2007). Apesar da composi¢ao do leite diferir de acordo com a ingestéo
protéica materna (Huibregtse, 1963), os indices proteicos no sangue sdo muito maiores
que no leite, o que faz com que a transicdo dietética leite-sangue, em vampiras, ocorr
durante um periodo de 3 meses, um periodo drastico em termos de composicao dieta
(DELPIETRO e RUSSO, 2002). Esta transicdo geralmérgssociada as adaptagdes
necessarias nos orgaos e tecidos ligados a absorcéo, assimilagéo e excrec¢do dos residuos
do metabolismo da dieta.
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Portanto, de acordo com o habito alimenfamotundus se utiliza de diferentes
dietas em relagdo ao conteudo de proteinas e carboidratos em suas diferentes fases de
vida. Assim, véarias adaptacdes morfolégicas e fisiologicas renais, observadas no animal
adulto, foram consequéncias de sua dieta especifica, porém pouco se conhece sobre a
cronologia destas adaptacfes. Este fato é um convite a investigagcbes comparativas das
alteracbes da morfologia renal nesses morcegos em seus diferentes estagios de vida.
Portanto, o objetivo deste trabalho é analisar a histomorfologia dos rins de morcegos
Desmodus rotundus associada as diferentes dietas desse animal desde a fase fetal até a
fase adulta, a fim de avaliasadaptacdes associadas a plasticidade das estruturas renais
em resposta as dietas caracteristicas destas fases.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Animais

Foram utilizados 18 morcegos da espesenodus rotundus, sendo 6 adultos,
6 lactentes e 6 fetos, capturados na regido do distrito de Tabuleiro, (Latitude: -
21°23°12,3”; Longitude: - 43°16’40,8”) Zona da Mata, MG, durante o periodo de
Outubro a Dezembro do ano de 2016. A captura foi feita com o auxilio de redes de
neblina armadas na entrada de cavernas onde a espécie € comumente encontrada nessa
regido. Todos os animais foram identificados de acordo com a chave de identificacdo
para Morcegos do Brasil (VIZOTTO e TADDEI, 1973) e colocados em gaiolas de ferro
(45 X 22 cm). As gaiolas foram levadas ao Morcegéario no Mis&a Moojen Zoology,
da Universidade Federal de Vigosa (UF\Q. experimento foi aprovado pela Comisséao de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFV (protocolo 22/2016) e SISBIO (registro n.
53265-1).

2.2  Procedimentos Experimentais

Os animais foram pesados e eutanasiados por deslocamento cervical seguido de
decapitacdo. Os fetos foram retirados imediatamente das maes gestantes através de
incisdo abdominal. Todos os rins retirados dos animais tiveram o volume mensurado
por meio da técnica de deslocamento de liquido seBgg ¥m) = (Viinar-agua,m— Vinicial-
aguam), (WEIBEL, 1966). Para medir a hipertrofia renal, foi calculado o indice Renal
Somatico (IRS) dividindo o peso do rim pelo peso corporal do animal.

2.3 Analises histoldgicas

2.3.1 Observag0es histologicas

Os rins destinados a histologia foram desidratados em série etandlica crescente
(70 a 100%) fixados erKarnowsky e incluidos em parafina. Para a montagem das
laminas foram obtidas secc¢des de 5um de espessura, em intervalos de 50um entre elas.
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As seccdes foram coradas com Hematoxilina e Eosina (HE) e Acido Periddico de Schiff
(PAS). Para a visualizagcdo do 6rgéao inteiro, laminas com seccdes dos trés estagios de
vida deste animal foram enviadas ao Centro de Aquisicdo e Processamento de Imagens
(CAPI) no Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG). O aparelho utilizado para a aquisicdo destas imagens foi o
“SCANNER” Panoramic Desk da 3D Histeck® que utiliza Objetiva Zeiss Plan-
Apochromat de 40x NA 0,95 para a digitalizacdo (Plataforma de digitalizacéo
PANNORAMIC DESKBF) de laminas histolégicas. O programa utilizado na
visualizacdo de imagem foi o software Pannoramic Viewer. Para analise das seccfes
histologicas com o objetivo de visualiza¢des de estruturas renais foram obtidos imagens
capturadas em microscépio de luz Olympus BX-60®, Toquio, Japdo e associadas ao
software Image Pro-Plus 4 (Media Cybernetics). Para a morfometria as imagens
capturadas em aumento de 40X foram utilizadas para medidas das espessuras de cortex,
medula externa e interna. Para a medida da area glomerular foi utilizada o aumento de
100x. Todas as imagens obtidas foram associadas ao software de analise de imagens
Image Pro-Plus 4 (Media Cybernetics). Para medir a capacidade de concentracdo
urinéria foram feitas 3 medidas consecutivas de cortex, de medula externa e de medula
interna por secc¢ao, sendo utilizadas 3 seccbes por animal. Portanto foram feitas 54
medidas por regido (cortex, medula externa e medula interna) visto que cada grupo era
constituido de 6 animais. Estas medidas foram utilizadas para os seguintes indices:
MI/MT (espessura da medula interna / espessura da medula total), ME/MT (espessura
da medula externa / espessura da medula total), ME/C (espessura da medula externa /
espessura do coértex) MI/C (espessura da medula interna/ espessura do cortex), MT/C
(espessura da medula total/ espessura do cortex). Além disso, foram feitas medidas das
areas de 100 corpusculos renais, em um total de 10 fotos por animal e a area glomerular
(glomérulo + capsula glomerular) foi relacionada a média das 10 areas das fotos (areas
testes) observadas por animal em todos os estagios.

2.3.2 Estereologia

Das laminasem PAS foram utilizadas 10 imagens no aumento de 100X para
medida das densidades volumétricas dos glomérulos e tabulos renais no cortex, através
da contagem de pontos sobre as respectivas estruturas utilizando a féwmuke
[estrutura]/PTonde PP é o numero de pontos sobre a estrutura e PT é o total do nimero
de pontos na area teste (266para todas as andlises histomorfométricas foram usadas
o IMAGE Pro Plus 4.5, software para andalise de imageleslia Cybernetics, Silver
Spring, MD, USA).

2.4  Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET)

Apoés o periodo de fixacdo em glutaraldeido 2,5% por 24h a 4° C, os rins
destinados a MET foram lavados em tampéao cacodilato, contrastado com Tetroxido de
Osmio 1% e em seguida incluidos em metacrilato. As amostras foram levadas ao
Nucleo de Microscopia e Microanalise da UFV para a ultramicrotomia (Ultramicrotomo
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RMC Products Power Tome-X) e finalmente ao Microscoépio Eletrénico de Transmisséo
Zeiss EM 109 para capturar as fotos.

2.5 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As amostras destinadas a MEV foram levadas ao Nucleo de Microscopia e
Microanalise da UFV. Foram desididbs em alcool absoluto (3 banhos de 15°cada) e
levadas ao Secador de ponto critico Balzers CPD 030. Finalmente foram metalizados no
Metalizador Quorum Q150R S para a observacdo ao Microscopio Eletrénico de
Varredura Leo 1430 VP.

2.6 Analises Estatisticas
Todas as analises estatisticas foram realizadas usando o programa Statistica 7.0.
Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) seguidos do teste de

média Newman Keslcom nivel de significancia de 5% (p< 0.05). Todos os dados
foram apresentados como média + desvio padrao.
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3. RESULTADOS

As seccgOes dos rins de fetos, lactentes e adultos mostram a forma do 6rgéo e
regibes bem definidas, principalmente na fase adulta, como o cortex, medula e papila
(Figural A,BeC).

2000 pm

2000 pm

2000 um
1

Figura 1. Secc¢des de rins d® rotundus. A — Feto;B — Lactente,C — Adulto. Detalhes: * preto
= cortex; * verde = medula; * branco = papila. “SCANNER” Panoramic Desk. A, B = HE; C =
PAS

Na Tabela 1 é apresentada primeiramente a média em gramas dos pesos
corporais (PC) e dos pesos dos rins (PR) dos fetos, lactentes e adultos. O IRS se
apresentou maioem adultos (27,23 + 3,10) comparados aos outros grupos, lactentes
(12,39 + 1,72) e fetos (9,23 + 2,06). Sendo que os grupos fetos e lactentes nao
apresentaram diferencas. A respeito do indice, area glomerular em relacdo a area teste
(AG/AT), os adultos apresentaram maior valg6x10® + 6,51x10") comparado aos
outros dois grupos, fetos (2,1x18 4,63x10%) e lactentes (2,4x10+ 3,61x10% entre
0s quais ndo foram observadas diferencas. Além disso, as densidades volumétricas de
tibulos (V\abuio9 € glomerulos (Vomerulod mostram maiores valores em adultos (32,25
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+ 3,74e 2,92+ 0,02, respectivamente) em relacéo aos fetos (8,647 e 0,54 0,08) e
aos lactentes (8,6801,24 e 0,82 0,01) .

Tabela 1: Parametros deDesmodus rotundus nos diferentes estagios de vida

Animais
Fetos Lactentes Adultos

PC (9) 8,30 £+ 2,12 11,93+ 3,31 40,65 + 5,15

PR (g) 0,08 £ 0,05 0,10 + 0,02 0,26 + 0,04

IRS 9,23 + 2,08 12,39 +1,72 27,23+ 3,16
AG/AT 2,1x10°+ 4,6x10**  2,4x10%+ 3,6x10*? 3,6x10°+ 6,5x10%"
W idbuios (%) 3,61+ 0,478 8,68+ 1,24° 32,25+ 3,74°

VW glomérulos (%) 0,54+ 0,081% 0,82+ 0,01° 2,92+ 0,02

MédiatDP ; Letras diferentes sobrescritas na mesma linha indicam variacao significativa.

P <0,05 para IRS (%);P0,007 para Vvglomérulos (%); P< 0,005 para AG/AT e P< 0,001 para
Vvtabulos (%). PC (g) = média corporal em gramas; PR (g) = média dos pesos dos rins ¢
gramas; IRS = indice rim somético (%); AG/AT = area glomerular (um2)/area tegje(um

Na Figura 2 (A, B e C) observam-se detalhes na regido cortical e a transi¢cao
entre a regido cortical e medular Enrotundus fetos, lactentes e adultos.
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Figura 2. Sec¢@es de rins d& rotundus. A — Feto;B — LactenteC — Adulto. Detalhes:
glomérulo.* = regido cortical; ® = regido medular.

A Tabela 2 apresenta os resultados das razfes entre as espessuras de cortex,
medula externa, medula interna e medula total para os animais em cada um dos estagios
de vida. As razdes entre as espessuras da medula interna e cértex (MI/C) e espessuras da
medula total e cértex (MT/C) foram relacionadas com a habilidade de concentracéo
urinaria. Nesses resultados observamos que a razdo MI/C nao foi alterada entre fetos e
lactentes, mas aumentou em relacdo aos adultos. A razdo MT/C néo foi diferente
estatisticamente entre fetos e lactentes, porém apresentou aumento significativo para os
animais adultos.

Tabela 2: indices renais paraDesmodus rotundus

Animais
Fetos Lactentes Adultos
MI/MT 0,51 + 0,02 0,55 + 0,02 0,59 + 0,06
ME/MT 0,48 + 0,02 0,44 + 0,02 0,40 + 0,06
ME/C 1,13 + 0,06 1,06 + 0,02 1,24 +0,19
MI/C 1,17 +0,18 1,32+0,17 1,82 + 0,29
MT/C 2,31+ 0,17 2,38+ 0,19 3,06+ 0,22

MédiatDP; Letras diferentes na mesma coluna sao diferentes entre si (p<0,05).

MI/MT = raz&o da espessura da medula interna/espessura total da medula; ME/MT =t
espessura da medula externa/espessura total da medula; ME/C = raz&o da espessura
externa/espessura do cortex; MI/C = razdo da espessura da medula interna/espessura
MT/C = razéo da espessura total da medula/espessura do coértex.

As Figuras 3A e 3B apresentam eletromicrografias (MET) da membrana basal
glomerular do cortex renal entre um capilar glomerular e o compartimento subcelular do
podécito (membrana filtrante) dB. rotundus lactente e adulto, respectivamente.
Observa-se maior densidade de pedicelos em lactentes (Figura 3A) e auséncia de
pedicelos em adultos (Figura 3B) e, portanto um grande espa¢co na membrana filtrante
de adulto em relacdo ao lactente. As Figuras 3C e 3D apresentam eletronmicrografias
(MEV) do corpo celular do poddcito, suas extensdes e pedicelos, mostrando a diferenca
de densidade de pedicelos entre lactente e adulto respectivamente.
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Figura 3. Eletromicrografia de poddcitos de D. rotundde B— MET; CeD - MEV.Ae C-
lactente;B e D— adulto.A e B - membrana basal (lamina basal) entre um capilar glomerular e
compartimento subcelular do podocie D— Corpo celular de poddcitos e pedicelase B -
barra=1umC e D-barra=2 umC - Mag = 18.00KXD - Mag = 14.91KX.
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4. DISCUSSAO

A diversidade alimentar em mamiferos vem despertando interesse sobre a
influéncia de dietas especificas que envolvem além de adaptacbes ambientais e
morfoldgicas, alteragBes nos tratos fisiologicos (BUSH, 1983@)indicacdes que a
dieta tem potencial para agir como forca seletiva modulando a funcdo, metabolismo e
estrutura do sistema renal destes vertebrados (RABINOWEZal.,, 1973,
SCHONDUBE et al., 2001). Assim, o crescimento corporal esteja intimamente
relacionado ao tamanho do rim, a ingestdo de proteinas parece induzir efeito direto
sobre seu volume (ESCRIBANG@t al., 2011). Tal fato pode ser observado nos
resultados obtidos neste estudo onde morcegos vampiros afhéso®dus rotundus)
que ingerem sangue bovino comparado aos lactentes aumentaram a proporgéo do peso
dos rins em relagéo ao peso corporal de 0,10g/100g em lactentes, para 0,26g /100g nos
adultos, um aumento de 54,5%. Resultado semelhante também foi documentado por
Kostogryset al. (2015) que concluiram que os rins dos ratos Wistar com dietas de alta
concentracdo proteica (HP) aumentaram o peso de 0,5¢g/100g para 0,99/100g de peso
corporal, ou seja 44,5% de aumento no peso dos rins.

Foi aqui detectado também aumento significativo no indice AG (area
glomerular)ur/AT (area teste na area)fimte adultos em relacdo ao mesmo indice de
lactentes e fetos bem como a densidade volumétrica dos glomérylgs.dMoy €
densidade volumétrica dos tubulos, uod Na regido do cértex no tecido renal em
trés estagios de vida d2 rotundus. Estes resultados corroboram Marckmaanal.

(2015), que encontraram um aumento de 60 a 70% no volume renal e volume
glomerular em suinos tratados com dieta hiperproteica (proteina = 35%E) comparada a
uma dieta isoenergética normal (proteina = 15% E).

Analisando a fisiologia do tecido renal foi observado que o aumento do fluxo de
plasma renal (FPR) e do ritmo de filtracdo glomerular (RFG) € devido tanto ao balanco
tubulo glomerular (BTG) negativo quanto também a dieta HP (HAMMOND e JANES,
1998) aumentando a carga renal (ESCRIBA&I@., 2011). Estas observacfes também
podem justificar o aumentado volume renal em morcegos adultos mostrados aqui,
sabendo que estes vampiros se alimentam com 40% do seu peso corporal de sangue
(McFARLAND e WIMSATT, 1969) e urinam copiosamente por 30 minutos enquanto
estdo se alimentando (UIEDA, 1982; McFARLAND e WIMSATT, 1p69

Outra variavel que pode apresentar alteracfes associadas a ingestdo de grande
guantidade de proteina € a taxa de filtracdo glomerular (TFG) (KING e LEVEY, 1993).
Sabe-se que parametros como numero de glomérulos e area glomerular integram a
equacdao para o calculo da TFG (STAHL, 1965), o que sugere que qualguer aumento nos
dois parametros reflete uma alta na TFG. Nossos resultados mostram que ambos 0s
parametros sdo aumentados em morcegos vampiros adultos. Semelhante ao que foi
encontrado para estes dois parametros, a alta da TFG foi também associada a uma
ingestdo de grande quantidade de proteina (LARSEN, 2012) e uma infusdo de
aminoacidos (GABBAI, 2018).
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Um aumento da concentracao da ureia no sangue inibe enzimas do ciclo da ureia
resultando em hiperamonemia (CHEW e IP, 2014) e o aumento de amodnia provoca o
aumento da TFG e FSR (SINGER, 2002). Considerando que a amdnia é o principal
produto nitrogenado excretado originado da formac&o da ureia, sua concentracdo no
sangue pode ser um indicativo para um aumento na TFG. A concentragédo conhecida de
ureia em morcegos vampiros (27 a 57 mmol/l, Singer, 2002), € 5 vezes maior do que a
descrita para mamiferos de mesmo tamanho (2 a 10 mmol/l) (SINGER, 2002). Este fato
sugere adaptacfes especiais, como um aumento na TFG para a sobrevivéncia deste
animal neste ambiente azotémico.

Analisando a fisiologia do tecido renal foi observado que o aumento do fluxo de
plasma renal (FPR) e do ritmo de filtracdo glomerular (RFG) é devido a queda do
balanco tabulo glomerular (BTG) e a concentracdo de proteinas (HAMOND e JANES,
1998). Além disto, a queda do BTG é considerada a principal causa da expansao de
volume nas arteriolas glomerulares (WOO#4&l., 1991). O aumento destas variaveis,

FPR e RFG, além de provocar o aumento da fracdo de filtracdo (FF) e reabsorcdo de
produtos nitrogenados (HAMOND e JANES, 1998) aumentam a carga renal
(ESCRIBANO et al., 2011). Este fato pode explicar o aumento do volume renal dos
individuos adultos dB. rotundus em relacédo aos lactentes e fetos obtidos neste estudo.
Animais adultos durante o forrageamento ingerem até 16ml de sangue por dia, o que
representa de 40 a 50% do seu p&4oFARLAND e WIMSATT, 1969) e durante a
alimentacdo urina até 30 vezes em meia hora (UIEDA, 1982; McFARLAND e
WIMSATT, 1969).

Os resultados deste estudo mostraram sec¢des dos ihgaandus comtrés
regides bem definidas: cortex, medula e papila. A medula é espessa e subdividida em
regido externa e interna, nos trés estagios de vida analisados. Tal resultado é também
observado em espécies de morcegos insetivoros corhibpmosideros speoris e
Megaderma lyra lyra (PATIL e JANBANDHU, 2012 PATIL, 2014). Porém, entre 0s
filostomideos, principalmente frugivoros e nectarivoros como as subfamilias
Glossophaginae, Carolliinae, e Stenodermatinae, estas subdivisbes na regido medular
nao sao observadas (BEUCHAT, 1990).

Carpenter (1969) analisando 0 morcego nectariagmonycteris sanborni,
verificou que a espessura da regido medular desta espécie era a metade (2,5 mm) da
espessura da regido medular encontrad®esmodus rotundus (5,0 mm) (McFarland e
Wimsatt,1969). Beuchat (1990), comparando o comprimento da medula, tamanho
corporal e concentracdo urinaria de 245 espécies, concluiu que morcegos com dieta
altamente proteica possuem medula espessa e dividida em externa e interna,
corroborando a associacdo entre a morfologia dos rins e o habito alimentar dos
individuos (PATIL e JANBANDHU, 2012). Os resultados aqui obtidos quanto a
espessura da medula total e medula interna dos animais adultos expressas nos indices
MT/C e MI/C sado semelhantes aos resultados encontrados por Patil em 2014 com
morcegos carnivoros. Provavelmente os animais lactentd3. detundus possuem
medulas menos espessas do que a medula dos animais adultos, devido a dieta com um
menor conteddo proteico.
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Geluso (1978) demonstrou que os indices renais envolvidos com espessura
medular estdo altamente relacionados com a capacidade méxima de concentracdo
urinéria e que os melhores indices para tal, sdo a razao entre a medula interna e o cortex
(MI/C) e a razdo entre a medula total (externa + interna) e o coértex (MT/C). Para
explicar a relagdo da espessura da medula e a dieta consumida, varios autores
(BASSET, 1985; BUSH, 1987; PATIL e JANBANDHU, 2012; PAT#& al. 2010e
PATIL, 2014) concluiram que longos tabulos uriniferos, responsaveis pelo aumento da
espessura da medula, € uma adaptacdo para a conservacdo de agua em animais com
dieta altamente proteica.

Morcegos que consomem dietas com grande quantidade de proteina tais como os
insetivoros e os hematd6fagos produzem urina mais concentrada comparada aos
morcegos que consomem dietas com pouca quantidade de proteina como os frugivoros
e nectarivoros (CARPENTER, 1969; McNAB, 1973; GELUSO, 1978; STUDIER e
WILSON, 1983; STUDIERet a/., 1983). Studier (1982) demonstrou uma relacéo
proporcional entre a pressdo osmoética maxima (mOsm/Kg) e o indice MI/C de
morcegos de 6 espécies com dietas diferentes, onde quanto maior o indice, maior a
habilidade de concentracao urinaria.

Os resultados deste estudo indicam que individuos adultd3. detundus
possuem maior habilidade de concentracdo urindria qlectentes. Adicionalmente,
em razao da ureia ser proveniente do metabolismo proteico, a contribuicdo desse soluto
na hiperosmolaridade medular € maior na vigéncia de uma dieta proteica (STUDIER,
1982; SINGERet al., 2002), justificando a adaptacdo morfolégica encontrada nos
animais adultos deste estudo em relacdo aos lactentes quanto a habilidade de
concentracdo urinaria. Como observado, os animais lactentes analisados neste estudo
nao apresentaram resultados morfologicos significativamente diferentes em relagdo aos
fetos, inferindo possivelmente que individuos [de rotundus sofrem adaptacfes
morfofisiolégicas ao transitarem de dieta com um baixo nivel proteico (lactente) para
uma dieta com um alto nivel proteico.

Outra diferenca evidenciando adaptacdes fisioldgicas apés a transicdo de dieta é
a perda dos pedicelos aderidos a membrana basal glomerular em adultos. Acredita-se
gque o aumento das tensBes mecanicas causadas por hipertensdo glomerular,
hiperfiltracdo e hipertrofia do tecido renal sdo as causas dos possiveis deslocamentos
dos poddcitos e rearranjos dos pedicelos. Sendo a MBG (membrana basal glomerular)
uma estrutura elastica, ela se expandirA com o aumento das tensdes mecanicas
glomerulares e consequentemente aumentard a area da MBG sem adesfes com
pedicelos, diminuindo a densidade dos pedicelos, aumentando os espacos da membrana
filtrante (HIR et al., 2001). Sabendo qu2. rotundus durante seu forrageamento ingere
grande quantidade de sangue, aumentando o liquido extracelular, o fluxo sanguineo e o
ritmo de filtracdo, € plausivel inferir que os espacos observados na Figura 3B deste
estudo sejam rearranjos adaptativos dos poddcitos causados pela triade hipertenséo
glomerular, hiperfiltracdo glomerular e hipertrofia dos glomérulos.

Um interessante conceito tem sido desenvolvido baseado em distarbios
metabdlicos e cardiovasculares susceptiveis em adultos, a programacéao fetal (LUCAS,
1998; THONE-REINEKEs=t al., 2006). Condi¢cdes como a presséo alta e alteracdes na
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sensibilidade a insulina em adultos ocorre em humanos devido ao ambiente gestacional
pobre em nutriente@cMILLEN e ROBINSON, 2005). Ratos alimentados com dieta
pobre em proteina pré e pés-nascimento, determinaram alteragbes na pressado sanguinea
e também na funcdo renal quando adultos (HORPEI., 2006), enquanto que
aumentos no conteudo proteico podem também induzir mudancas fisiolégicas durante a
vida (SOOKOIAN et al., 2013). Os autores defendem que a exposicdo a fatores
diferentes nutricionais durante periodos criticos de desenvolvimento podem programar
mudancas morfoldgicas e fisioldgicas no organismo (HO®RRBE, 2006).

Neste cenarid). rotundus durante a gestacéao recebe dieta com 90% de proteina,
fator indicativo para uma programacdo fetal que provocaria adaptacoes
morfofisioldégicas descritas aqui antecipando o futuro ambiental para seguir com
crescimento adequado e sobreviver melhor quando adulto (GLUCKMAN e HANSON,
2004).

A hipétese do fendtipo econdémico, proposta por Barker e Hales (2001), também
ajuda na compreensdo dos resultados obtidos neste estudo, onde as adaptacbOes
metabolicas fetais e a programacéao fetal promovem a sobrevivéncia do organismo em
desenvolvimento respondendo a “pistas” do ambiente, selecionando uma trajetéria
apropriada de crescimentoroPuseram ainda que o “fenotipo econémico” também é
adaptativo em longo prazo através da hipétese da resposta adaptativa predita (PAR),
referindo a uma plasticidade do desenvolvimento onde as informagdes recebidas no
inicio da vida influenciam o desenvolvimento de um fenétipo que é normalmente
adaptado as condigcBes ambientais da vida futura (BATE&CH., 2014). Muitos
mecanismos diferentes fundamentam essa plasticidade (BATESON e GLUCKMAN,
2011), e muitas vezes envolvem epigenética, ou seja, mudancas na expressdo do DNA
sem, contudo mudanca do genoma (GODFREXN., 2007).

Neste contexto, Gluckman e Hanson (2004) afirmaram que a plasticidade do
desenvolvimento beneficia os filhos ao incorporar antecipadamente uma previsédo de seu
ambiente adulto, o que justifica os resultados deste estudo quanto ao aumento do IRS,
volume renal e indices como MI/C e MT/C, além das alteracdes morfologicas no
corpusculo renal na fase adulta quando sdo expostos novamente a uma dieteealtament
proteica. Estas adaptacdes podem ter provido estes animais, uma adequada funcéo renal
no seu desenvolvimento sob uma dieta altamente proteica.
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CONCLUSOES GERAIS

No capitulo 1 encontramos adaptacfes morfolégicas no tecido pancreatico
adulto em relacdo aos outros grupos testados (lactentes e fetos). Sugere-se que, como
estas adaptacdes ocorreram apos a transicao leite-sangue, a dieta foi um dos fatores que
pode ter contribuido para a plasticidade pancreética. A baixa quantidade de carboidratos
na dieta de fetos, e apds seu desenvolvimento, lactentes e adultos pode ter promovido
uma menor &rea enddcrina pancredtica secretora de hormonios regulatérios do
metabolismo energético neste animal, o que ficou evidenciado em nosso estudo pela
menor area proporcional de ilhotas pancreaticas, menor densidade volumétrica de
ilhotas e também menor volume de ilhotas no tecido pancreatico.

No capitulo 2, mostramos qu2 rotundus adultos desenvolveram adaptacdes
renais ao longo do desenvolvimento, como: hipertrofia renal, aumento da area
glomerular, aumento da densidade volumétrica de glomérulos e tubulos. Sugerimos que
a TFG em adultos seja maior do que em lactentes e fetos, pois 0s expoentes (area
glomerular e niumero de glomérulos) para o célculo deste parametro estdo aumentados
nesta fase de vida deste animal. Quanto a concentracdo uriBariegtundus
apresentam adaptacdes morfofisiologicas que permitem um maior FPR e RFG atraves
de um BTG negativo e um consequente rearranjo de pedicelos, provocando maior
excrecdo para permitir o voo apos o forrageamento. Porém, adaptacdes como maior
espessura da medula total e interna em relacdo ao cértex em animais adultos resultam
em maior concentracdo urinaria em relacdo aos lactentes e adultos, resultado esperado
devido a exposicdo, nesta fase de vida, a uma dieta altamente proteica.

Concluimos que as adaptacdes encontradas tanto no tecido pancreatico quanto
no tecido renal sdo desenvolvidas apos 0s estagios de vida intrauterina e lactacao pos-
parto, induzidos provavelmente no inicio da transicdo a dieta hiperproteica de sangue,
apoiadas na teoria da programacao fetal, onde estas adaptacfes, apesar de ainda néo
aparentes, sdo programadas durante o desenvolvimento fetal como consequéncia do
ambiente qual € gerado.

Nossos resultados sugerem que a dieta de sangue, explorada unicamente por
morcegos vampiros dentre a classe Mammalia, representou desafios fisioldgicos durante
o desenvolvimento tanto ao tecido renal quanto ao pancreas enddcrino. O tecido renal
de morcegos hematéfagos adultos apresentou diversas alteracdes fundamentais no
sentido de se lidar com a imposi¢cdo de uma maior fungcdo excretora, o que permitiu a
sobrevivéncia deste animal, porém demandando um alto investimento energético para
este sistema. Ao mesmo tempo, em relacdo aos desafios pancreéticos, algumas
alteracdes morfologicas foram demonstradas, porém a dieta hiperproteica parece néo
desafiar o pancreas de maneira semelhante ao evidenciado para os rins. Ao contrario da
dieta rica em carboidratos, que representa um desafio maior em termos de controle da
hiperglicemia em mamiferos, a funcdo regulatéria dos horménios pancreéaticos em
morcegos vampiros apresenta adaptacdes a uma menor pressao para secrecao destes
horménios em adultos. Neste caso, para compensar as baixas reservas energéticas
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endogenas estimuladas por uma menor secrecdo de insulina, imposta pelo baixo
contetido de glicose na dieta de sangue de adultos, um comportamento social parece ter
desempenhado um papel fundamental - o compartilhamento reciproco do alimento. Este
comportamento altruistico, descrito exclusivamente por Wilkinson (1984) para esta
espécie de morcego dentre todos os vertebrados, envolve a regurgitacdo de sangue dos
animais que conseguiram obter alimento aos que ndo obtiveram sucesso, garantindo que
todos os animais da mesma unidade social obtenham alimento, e parece ter favorecido a
sobrevivéncia da espécie, por compensar a baixa habilidade de obter energia
endogenamente, em funcdo de uma menor estimulagdo de células § pancreatica imposta

pela dieta de sangue.
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